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1. RESUMEN 
Los glucocorticoides (GCs) son hormonas esteroideas que regulan diversos procesos 
celulares, como el metabolismo de carbohidratos, proteínas y ácidos grasos. En el 
metabolismo de los carbohidratos, los GCs promueven la gluconeogénesis, la síntesis de 
glicógeno y tiene una acción antagonista a la insulina. Para modular estas acciones, es 
necesario que los GCs actúen a través del receptor de GC (GR). Mediante un splicing 
alternativo en mRNA del GR se generan dos isoformas: GRα, que es el clásico receptor 
de GC, y GRβ que actúa como dominante negativo de GRα. Además, GRβ se encuentra 
relacionado a la resistencia a GC en pacientes con asma, artritis reumatoides y leucemia. 
Junto a estos antecedentes, en diversos modelos celulares se relaciona GRβ con la 
migración y proliferación celular, la inhibición de la gluconeogénesis y la activación de la 
vía Akt. Por otro lado, la insulina dirige el consumo, conversión y almacenamiento de 
glucosa, lo cual inhibe la degradación de glicógeno y gluconeogénesis. Estas acciones 
de insulina están mediadas por la activación de la vía de señalización PI3K-Akt. 
Recientemente, se ha reportado que esta hormona y la alimentación pueden aumentar la 
expresión del GRDebido a estos antecedentes se establece la siguiente hipótesis “la 
isoforma GRβ aumenta los efectos de la insulina en el metabolismo de la glucosa en 
células HepG2”.  
 
Para determinar la participación de GRβ en la regulación del metabolismo de la glucosa 
inducido por insulina, se utilizó la línea celular HepG2 a la cual se le sobreexpresó GRβ 
y se estimuló con insulina y dexametasona. Se determinó los niveles del mRNA de PDK4, 
G6Pasa, GLUT1-2-4, HK2, GBE, PCK1-2 y PTEN por PCR en tiempo real. Mediante 
western blot se determinó p-Akt, p-P70S6K, p-AMPK y glicógeno sintasa. Los niveles de 
ATP se determinaron por Luminometría. La captación de glucosa y la acumulación de 
glicógeno por microscopía de fluorescencia. El análisis estadístico fue ANOVA de una vía 
y el post- análisis Test de Tuckey. Nuestros resultados indican que GRβ participa en el 
metabolismo de la glucosa ejerciendo efectos similares a insulina; disminuyendo mRNA 
de G6Pasa y PCK2 y aumentando junto a insulina mRNA de GLUT2, GLUT4, PDK4 y 
GBE. Además, activa la vía Akt, promoviendo la captación celular, formación de glicógeno 
y la proliferación celular de forma independiente a insulina. 
12 
 
SUMMARY 
Glucocorticoids (GC) are steroid hormones that regulate various cellular processes, such 
as metabolism of carbohydrates and fatty acids. In the metabolism of carbohydrates, GCs 
promote gluconeogenesis, glycogen synthesis and have an antagonistic action on insulin. 
To modulate these actions, GCs act through the GC receptor (GR). By an alternative 
splicing in GR mRNA, two isoforms are generated: GRα, which is the classic GC receptor, 
and GRβ that acts as a negative dominant of GRα. In addition, GRβ is related to resistance 
to GC in patients with asthma, rheumatoid arthritis and leukemia. In addition, GRβ is 
related to cell migration and proliferation, inhibition of gluconeogenesis and the activation 
of Akt signaling pathway. On the other hand, insulin guides the consumption, conversion 
and storage of glucose, also inhibits the degradation of glycogen and gluconeogenesis. 
These insulin actions are mediated by the activation of the PI3K-Akt signaling pathway. 
Recently, it has been reported that this hormone and diet can increase the expression of 
GRβ. Therefore, the following hypothesis was proposed: “The GRβ isoform increases the 
effects of insulin on the metabolism of glucose in HepG2 cells”. 
 
To determine the participation of GRβ in the regulation of insulin-induced glucose 
metabolism, the HepG2 cell line was used. GRβ was overexpressed in HepG2 cells and 
then stimulated with insulin or dexamethasone. The mRNA levels of PDK4, G6Pase, 
GLUT1-2-4, HK2, GBE, PCK1-2 and PTEN were determined by real-time PCR. The 
phosphorylated and total form of Akt, P70S6K, AMPK and total levels of glycogen 
synthase were determined by western blot. ATP levels were determined by Luminometry. 
Glucose uptake and glycogen accumulation by fluorescence microscopy. The statistical 
analysis was one-way ANOVA and Tuckey Test post-analysis. Our results indicate that 
GRβ participates in the metabolism of glucose by exerting insulin-like effects; decreasing 
mRNA of G6Pase and PCK2 and increasing along with insulin mRNA of GLUT2, GLUT4, 
PDK4 and GBE. In addition, GR activates the Akt pathway, promoting cellular uptake, 
glycogen formation and cell proliferation independently of insulin. 
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2. LISTADO DE ABREVIACIONES 
°C: Grados Celsius. 
μg: Micro gramo 
μL: Micro Litro. 
2-NBDG: 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose 
ACTH: Hormona Adrenocorticotropa. 
AF2: Función de Activación. 
Akt: Proteína Quinasa B. 
AP-1: Proteína Activadora 1. 
APS: Amonio Persulfato. 
AR: Receptor de Andrógenos. 
AVP: Vasopresina Arginina. 
CBG: Globulinas unidas a corticoesteroides. 
cDNA: DNA complementario. 
CRH: Hormona liberadora de Corticotrofina. 
DBD: Dominio de unión a DNA. 
DEPC: Dietilpirocarbonato.  
DEX: Dexametasona. 
DMEM: Dulbecco’s Modifies Eagle Medium. 
DNA: Ácido desoxirribonucleico. 
ER: Receptor de Estrógenos. 
FBS: Suero Bovino Fetal. 
G6Pasa: Glucosa 6-Fosfatasa. 
GC: Glucocorticoides. 
GR: Receptor de Glucocorticoides. 
GRα: Receptor de Glucocorticoides isoforma α. 
GRβ: Receptor de Glucocorticoides isoforma β. 
GRE: Elementos de respuesta a Glucocorticoides. 
GS: Glucógeno Sintasa. 
GSK 3: Glicógeno Sintasa Quinasa 3. 
HPA: Hipotalámico-Pituitaria-Adrenal. 
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Hsp: Proteínas Heat Shock. 
iNOS: Sintasa de Óxido Nítrico Inducible. 
IR: Receptor de Insulina. 
KH2PO4: Fosfato de Potasio monobásico. 
KCl: Cloruro de potasio. 
LBD: Dominio de unión a ligando. 
LiCl: Cloruro de litio. 
MAPK: Quinasas Activadas por Mitógenos. 
mL: Mili Litro. 
mm: mili metro. 
MR: Receptor de Mineralocorticoides. 
mTOR: Molécula Blanco de la Rapamicina. 
N: Normalidad. 
Na2HPO4: Fosfato de disódio. 
NaCl: Cloruro de Sodio. 
NaOH: Hidróxido de sodio. 
NF-кB: Factor Nuclear кB. 
ng: Nano gramo. 
NLS: Señal Nuclear de Localización. 
NR: Receptor Nuclear.  
NTD: Dominio N-Terminal. 
OAA: Oxalacetato. 
PBS: Tampón Fosfato Salino. 
PC: Piruvato Carboxilasa. 
PCK2: Fosfoenolpiruvato Carboxiquinasa. 
PDK1: Quinasa dependiente de fosfoinositidos-1. 
PEP: Fosfoenolpiruvato. 
PFK2: Fosfofructoquinasa 2. 
PI3K: Fosfoinositol 3-Quinasa. 
PI4-P: Fosfatidilinositol 4-Fosfato. 
PI 4,5-P2: Fosfatidilinositol 4,5.bisfosfato. 
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PR: Receptor de Progestinas. 
PVDF: Polifluoruro de vinilideno. 
PVN: Núcleo paraventricular. 
qPCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa. 
RNA: Ácido Ribonucleico.   
rpm: Revoluciones por minuto. 
RT-PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa. 
SDS: Dodecilsulfato de sodio. 
SCN: Núcleo supraquiasmático. 
TBS: Tampón Tris Salino. 
TBS-T: Tampón Tris Salino con Tween 20. 
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3. INTRODUCCIÓN 
 
3.1 Glucocorticoides  
Los Glucocorticoides (GCs) son hormonas esteroideas, derivadas del colesterol, que 
regulan varios procesos fisiológicos y bioquímicos mediante la regulación circadiana de 
sus niveles y en respuesta al estrés. Entre los efectos los GCs se destacan, su papel 
sobre el metabolismo de carbohidratos, ácidos grasos, proteínas y purinas; además los 
GCs regulan funciones del sistema nervioso central y cardiovascular; también participan 
en el desarrollo de varios órganos y sistemas, así como en embriogénesis, crecimiento 
(Kadmiel y Cidlowski, 2013) y sobrevivencia (Sapolsky et al. 2000), y son claves en la 
regulación de la respuesta inmune/inflamatoria (Goecke y Guerrero, 2006).  
 
El cortisol es el principal GCs endógeno en humanos y su secreción es a través de la 
activación del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA). Durante el estrés, señales 
externas o internas gatillan la liberación de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) 
por el hipotálamo que actúa sobre la pituitaria anterior para estimular la síntesis y 
secreción de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH actúa sobre la corteza 
adrenal para estimular la producción y secreción de cortisol (Oakley y Cidlowski, 2013). 
Por otro lado, el ritmo circadiano provoca la liberación de ACTH permitiendo la secreción 
de GCs (Russell et al. 2014).  
 
Los GCs regulan su secreción a través de la regulación negativa que ejercen sobre el 
hipotálamo y la pituitaria anterior inhibiendo la producción y liberación de CRH y ACTH, 
y así limitar la magnitud y duración de sus acciones. La mayor parte del cortisol viaja en 
la sangre unido a globulinas (CBG) (Breuner y Orchinik, 2002). El cortisol libre es la forma 
biológicamente activa y es convertida a cortisona por la 11 β-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa tipo 2, e inversamente, 11 β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 
convierte cortisona en cortisol (Yang y Zhang, 2004).  
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Debido a su potente acción inmunosupresora y antiinflamatoria, los GCs son uno de las 
drogas más prescritas en el mundo hoy en día. Los GCs sintéticos, como dexametasona, 
prednisona, betametasona, entre otros, han sido indispensable para el tratamiento de 
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, tales como asma (Barnes et al. 1995), 
alergias, artritis reumatoide (Kirkham et al. 1991), úlceras colitis y esclerosis múltiple 
(Rhen y Cidlowski, 2005). También, son prescritos para prevenir el rechazo de órganos 
trasplantados (Langhoff et al. 1986) y en el tratamiento de leucemias, linfomas y 
mielomas. Si bien el uso de GCs se ha hecho esencial para el tratamiento de estas 
enfermedades, sus beneficios pueden verse limitados por sus efectos adversos en 
pacientes que tienen una exposición crónica a GCs. Estos efectos adversos incluyen 
osteoporosis, diabetes, síndromes de inmunodeficiencia (Norbiato et al. 1992), obesidad 
(Bowles et al. 2014), glaucoma, retardo en el crecimiento en niños, hipertensión, además 
de resistencia a GCs (Kino et al. 2003). 
 
 
3.2 Receptor de Glucocorticoides 
Los GCs juegan un rol importante en la regulación de la homeostasis bajo condiciones 
basales y durante el estrés (Sapolsky et al. 2000), estas propiedades están mediadas a 
través de la unión del GCs con su receptor. El receptor de GCs (GR) pertenece a la 
superfamilia de receptores nucleares (NR), que incluye a los receptores de 
mineralocorticoides (MR), estrógenos (ER), progestinas (PR) y andrógenos (AR). Este 
receptor funciona como un factor transcripcional que regula la expresión de un gran 
número de genes en respuesta a GCs (Kino et al. 2003). 
 
El gen humano del GR (hGR; NR3C1) se encuentra localizado en 5q31-32 y comprende 
más de 140 kb de nucleótidos (Encio y Detera-Wadleigh, 1991). hGR contiene 9 exones 
(Figura 1) (Lu y Cidlowski, 2004). Un empalme alternativo en el último exón genera dos 
isoformas del receptor, la isoforma alfa (GR) y la isoforma beta (GRβ) (Lu y Cidlowski, 
2004). La proteína del GR, contiene un dominio N-terminal (NTD), un dominio de unión a 
DNA (DBD) y un C-terminal que corresponde al dominio de unión a ligando (LBD). 
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Por otro lado, un análisis en la secuencia aminoacídica revela que las isoformas  y β del 
receptor son idénticas en los primeros 727 aminoácidos, pero difieren en el carboxilo 
terminal (Oakley y Cidlowski, 2011). GRα contiene 50 aminoácidos en su carboxilo 
terminal mientras que GRβ contiene solo 15 aminoácidos, generando así proteínas de 
777 y 742 aminoácidos, respectivamente (Oakley et al. 1996) (Figura 1).  
 
 
 
Figura 1. Localización genómica y organización del receptor de Glucocorticoide 
humano (hGR). hGR se encuentra en el locus 5q31-32. El gen consiste en 9 exones, 
donde el exón 9 genera dos isoformas distintas del mismo receptor, α y β, debido a un 
empalme alternativo (Kadmiel y Cidlowski, 2013). 
 
 
3.2.1 Receptor de Glucocorticoide isoforma  
La isoforma GR se expresa en la mayoría de las células y tejidos humanos, y representa 
al clásico GR, es decir, regula la mayoría de los efectos de GCs que controlan la fisiología 
y el desarrollo humano (Encío y Detera-Wadleigh, 1991). En ausencia de ligando, se 
encuentra principalmente en el citoplasma y es parte de un heterocomplejo multiproteíco 
que contiene varias proteínas Heat Shock (Hsp), como Hsp90 (Smith, 1993) y Hsp70 
(Kino et al. 2009); y algunas inmunofilinas tales como; FKBP51, FKBP52 y Cyp-40 
(Ratajczak et al. 1993). 
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Una vez que se une GC, GR se activa y sufre un cambio conformacional que resulta en 
la separación del receptor de este heterocomplejo, homodimeriza y finalmente se 
transloca al núcleo a través de la activación de su señal de localización nuclear (NLS). 
Una vez en el núcleo, el complejo GRα-GCs se une a elementos de respuesta a GCs 
(GRE), recluta coreguladores y permite la transcripción de sus genes blancos. Hay dos 
principales vías por las cual GR controla la transcripción de genes (Wang y Harris, 
2015); i) dimerización y directa unión GRE, aumentando o disminuyendo la transcripción 
de genes blancos y ii) Monómeros de GR que se unen indirectamente influenciando la 
transcripción de genes a través de interacción proteína-proteína con otros factores de 
transcripción (inhibiendo la actividad transcripcional de NF-кB (De Bosscher et al. 2006) 
y AP-1 en moléculas proinflamatorias (Barnes, 2006). 
 
 
3.2.2 Receptor de Glucocorticoide isoforma  
La isoforma β del receptor de GR (GRβ) se encuentra principalmente en el núcleo, donde 
está asociada con Hsp90 (Zhang et al. 2006) y actúa como un dominante negativo de 
GRα (Bamberger et al. 1995). El mecanismo por el cual GRβ ejerce la inhibición sobre 
GRα no se encuentra bien definido, pero se postulan tres posibles mecanismos; i) 
competencia por la unión a GRE, ya que se ha demostrado que GRβ puede unirse a GRE 
(Oakley et al. 1999), ii) heterodimerización con GR, y iii) coactivador a través del dominio 
preservado AF-1 (Charmandari et al. 2005). 
 
A diferencia de la isoforma , GRβ no es capaz de unirse a los agonistas clásicos de la 
isoforma , debido a que carece del dominio de unión a ligando (LBD) (De Castro et al. 
1996). Sin embargo, se ha reportado que RU486 (Mifepristona), que es un antagonista 
del GR y del receptor de progesterona, es capaz de unirse a GRβ y regular su actividad 
transcripcional (Lewis-Tuffin et al. 2007). Por otro lado, GRβ puede regular directamente 
genes que no son regulados por GR, mostrando actividad transcripcional intrínseca 
sobre 299 genes (Kino et al. 2009). El mRNA de la isoforma β del GR ha sido encontrado 
en células inflamatorias, eosinofilos, macrófagos, neutrófilos, y en algunos tejidos como; 
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hígado, musculo esquelético, riñón, pulmón, cerebro, mucosa nasal, corazón, pero en 
concentraciones 400 veces menor al mRNA de la isoforma  (Pujols et al. 2002).  
 
Diversas investigaciones sugieren que la isoforma GRβ es responsable del desarrollo de 
insensibilidad a GCs en varios desordenes, la mayoría asociado a desregularización del 
sistema inmune; dentro de las cuales encontramos asma (Goecke y Guerrero, 2006), 
artritis reumatoide (Derijk et al. 2001), leucemia (Longui et al. 2000), pólipos nasales, 
lupus eritematoso sistémico (Piotrowski et al. 2007); en estas investigaciones varias 
células inmunes presentaban una expresión elevada de GRβ que se correlaciona con la 
insensibilidad a GCs (Kino et al. 2009).  
 
A lo anterior, se suman estudios recientes que demuestran que esta isoforma se relaciona 
con el metabolismo celular y cáncer. En células T24, línea celular de cáncer de vejiga, se 
registra una alta expresión de GRβ, lo conlleva a un aumento en la migración celular. 
Esto se demostró mediante un knockdown de GRβ en células T24, donde además de 
disminuir la expresión de este receptor, disminuyó la migración celular. A esto, se agrega 
que la expresión de GRβ es controlado por miR144, este microRNA regula positivamente 
la expresión de este receptor (McBeth et. al 2016) y con este descubrimiento, se ha 
desarrollado un ácido péptidonucleico, denominado Sweet-P, que es capaz de unirse a 
MiR144 e inhibir la transcripción de GRβ, y con esto sus efectos, en células T24 (Nwaneri 
et al. 2016).   
 
Hinds et al. 2010 comprobaron GRβ inhibe la expresión a nivel de mRNA de PDK4 y 
glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa), que son inducidos por GC, en células COS-7. Por 
consiguiente, en este mismo estudio, se reportó que la expresión de mRNA de GRβ 
aumenta en células MEF tratadas con insulina. Sobre la relación GRβ-insulina podemos 
agregar que GRβ suprime la fosfatasa PTEN en células 3T3, lo que permite el aumento 
en la fosforilación de Akt y en la proliferación celular (Stechschulte et al. 2014).  
Recientemente He et al. 2016 reportaron que la sobreexpresión de GRβ en hígado de 
ratón disminuye significativamente la gluconeogénesis hepática, debido a que esta 
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isoforma es capaz de disminuir la expresión fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK), una 
enzima clave en el proceso de gluconeogénesis. 
 
Por otro lado, GRβ se encuentra relacionado con obesidad. Esta isoforma se encuentra 
sobreexpresada en hígado y tejido adiposo de ratones sometidos a una dieta alta en 
grasas. Además, GRβ en hígado de ratón incrementa la acumulación de lípidos, por 
aumento de ácido graso sintasa y una disminución del receptor nuclear PPARα que 
promueve la β- oxidación de ácidos grasos (Marino et al. 2016).   
 
Estos antecedentes indican que esta isoforma además de tener un rol importante en 
proliferación celular y cáncer, tiene un rol en el metabolismo celular. Si bien estos 
antecedentes se realizaron en modelo animal, en este trabajo se pretende establecer el 
rol de esta isoforma en el metabolismo de glucosa en la línea celular HepG2. 
 
 
3.3 Metabolismo de la Glucosa 
La glucosa juega un papel principal en el metabolismo de la mayoría de los seres vivos 
debido a su uso como fuente de energía. El metabolismo de la glucosa se basa en los 
procesos de hidrólisis (glicólisis), almacenamiento (formación de glicógeno) y síntesis de 
novo (gluconeogénesis). Estos procesos se encuentran regulados por insulina, glucagón 
y GCs (Barthel y Schmoll, 2003). 
 
El principal órgano regulador de la homeostasis de glucosa es el hígado. Este controla el 
balance entre el consumo/utilización y producción de glucosa. Esta regulación es esencial 
durante la transición en los periodos de alimentación y ayuno. Durante el estado de 
alimentación, el hígado almacena energía desde glucosa (Arde et al. 2006), sintetizando 
glicógeno y grasa (Yabaluri y Bashyam, 2010). Por el contrario, durante el ayuno los 
niveles de glucosa son más bajos y el hígado es capaz de producir glucosa por medio de 
gluconeogénesis (Figura 2).   
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3.3.1 Gluconeogénesis  
La gluconeogénesis es una ruta anabólica que nos permite obtener glucosa a partir de 
precursores como lactato, alanina y glicerol. Se lleva a cabo principalmente en el hígado, 
pero también puede ocurrir en los riñones y en el intestino (Pilkis et al. 1988). El lactato y 
la alanina pueden ser convertidas a piruvato, que es convertido a oxalacetato (OAA) por 
la enzima piruvato carboxilasa (PC) (Jitrapakdee y Wallace, 1999). El OAA necesita ser 
convertido a malato para ser transportado al citoplasma donde es convertido nuevamente 
a OAA. La enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa citosólica (PCK1) y mitocondrial 
(PCK2) convierten OAA a fosfoenolpiruvato (PEP) que entra a la vía gluconeogénica. La 
conversión de PEP a fructosa-1,6-bisfosfato requiere de cinco pasos enzimáticos (Figura 
2) que son reversibles para vía de glicolisis (Kuo et al. 2015). Luego, la fructosa-1,6-
bisfosfato es convertida a fructosa-6-fosfato, luego esta es convertida a glucosa 6-fosfato, 
donde esta finalmente es convertida a glucosa por la enzima glucosa 6-fosfatasa 
(G6Pasa). 
 
En el hígado, los GCs activan la transcripción de enzimas claves para gluconeogénesis, 
dentro de las enzimas encontramos PCK y G6Pasa que son activadas a través de GREs 
(Scott et al. 1998 y Vander Kooi et al. 2005). También la PC y la Fructosa-1,6-Bifosfatasa 
son reguladas por GC (Kuo et al. 2015), sin embargo, el mecanismo por el cual estos 
actúan no se encuentra totalmente elucidado. A pesar de que estas regulaciones se 
encuentran mediadas por GR, se ha reportado que GRβ es capaz de inhibir la expresión 
de las enzimas PDK4 y G6Pasa inducida por dexametasona (Hinds et al. 2010). 
 
3.3.2 Glicólisis   
La glicólisis es una ruta catabólica, en la cual se transforma una molécula de glucosa, 
mediante una serie de reacciones catalizadas enzimáticamente, en dos moléculas de 
piruvato. Durante este proceso, la energía se conserva en ATP, NADH y piruvato. Esta 
ruta se lleva a cabo en todas las células, tanto eucariontes como procariontes. 
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Esta ruta comienza cuando la glucosa entra a las células por transportes específicos 
llamados transportadores de glucosa (GLUT). Esta entrada es por difusión facilitada y 
estos transportadores se encuentran distribuidos ampliamente por todos los tejidos del 
organismo (Tabla 1) (Frayn, 2010). Una vez que la glucosa entra a las células, es 
fosforilada y se forma el intermediario glucosa 6-fostato, por un proceso enzimático que 
es catalizado por la enzima hexoquinasa (HK2), que tiene como sustrato glucosa y ATP. 
El segundo paso de esta ruta metabólica es la conversión de glucosa 6-fosfaro a fructosa 
6-fosfato, esta reacción esta catalizada por la enzima fosfoglucosa isomerasa. A 
continuación, una segunda fosforilación permite la formación de fructosa-1,6-bisfosfato 
por acción de la enzima fosfofructoquinasa, que tiene como sustrato fructosa-6-fosfato y 
ATP. Luego cinco reacciones enzimáticas que son reversibles para la gluconeogénesis, 
desde fructosa-1,6-bisfosfato hasta fosfoenolpiruvato (Figura 2). El último paso de este 
proceso, es la transformación desde fosfoenolpiruvato a piruvato, esta reacción genera 
dos moléculas de ATP y esta catalizada por piruvato quinasa.   
 
Tabla 1: Transportadores de glucosa. Nombre de los principales transportadores de 
glucosa, su amplia distribución en el organismo y su constante de Michaelis (Km) (Gould 
y Holman, 1993). *GLUT4 puede ser modulado por insulina (McCarthy y Elmendorf, 
2007). 
 
Nombre Transportador Localización Km 
GLUT1 Eritrocitos, Placenta, 
Vasos Sanguíneos 
Cerebrales 
1-5 mmol/L 
GLUT2 Hígado, Riñón, Intestino y  
Células β pancreáticas 
7-17 mmol/L 
GLUT4* Músculo y Tejido Adiposo. 5 mmol/L 
 
 
En condiciones aeróbicas, el piruvato se convierte a acetil-CoA para entrar al ciclo de 
Krebs, esta conversión esta catalizada por el complejo piruvato deshidrogenasa (PDC). 
PDC es un paso clave de control en la oxidación de glucosa y se encuentra inhibido en 
pacientes con diabetes y durante el ayuno. Regulación a largo plazo de PDC es mediada 
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por piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK), donde este inhibe PDC (Sugden y Sugden 
2003). Existen cuatro isoformas de PDK (del 1 al 4), donde PDK2 y PDK4 son las 
isoformas que se expresan en el hígado, donde PDK4 se encuentra regulado por 
hormonas como GCs e insulina (Connaughton et al. 2010).  
 
Los GCs son capaces de suprimir el proceso de glicolisis (Ma et al. 2013). Sumado a 
esto, Gu et al. 2015 han demostrado que la inhibición de la vía glicólitica es necesario 
para revocar la resistencia a GCs en pacientes con linfomas. Estas acciones se 
encuentran mediadas por GR (Lu et al. 2017), donde aún no está claro si GRβ tiene 
alguna implicancia.  
 
3.3.3 Formación de Glicógeno  
El glicógeno es un polímero de glucosa ramificada que se forma principalmente en células 
hepáticas y musculares. El glicógeno hepático sirve principalmente como almacén de 
glucosa para otros tejidos cuando hay ayuno, este puede desaparecer en un periodo de 
12 a 24 horas. (Roach et al. 2012). 
 
El glicógeno tiene dos rutas, una de formación que se denomina glucogenogénesis, y 
otra de degradación, que se denomina glucogenólisis. El precursor de la formación de 
glicógeno es la glucosa, proveniente de la ingesta de carbohidratos o precursores 
gluconeogénicos (McGarry et al. 1987). En el hígado, la síntesis de glicógeno ocurre 
normalmente cuando los niveles de glucosa e insulina son altos. Por otro lado, cuando 
hay privación de nutrientes, se promueve la degradación de glicógeno hepático. El primer 
paso de la síntesis de glicógeno es la entrada de glucosa a la célula mediante sus 
transportadores, a continuación, esta es fosforilada por la enzima hexoquinasa, 
generando glucosa 6-fosfato (G6P). Luego, G6P es convertido a glucosa 1-fostofato 
(G1P) por fosfoglucomutasa-1. Entonces, G1P es convertido a glucosa-UDP por la 
enzima UDP-glucosa fosforilasa. Luego, la enzima glicogenina inicia la síntesis de la 
cadena de glicógeno por autoglicosilación desde glucosa-UDP. La elongación de la 
cadena está a cargo de la enzima glicógeno sintasa (GS) y la formación de las 
ramificaciones de glicógeno está a cargo de la enzima ramificadora de glicógeno (GBE). 
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Figura 2. Rutas metabólicas Glicolisis y Gluconeogénesis. Estas rutas son la 
degradación (en rojo) y composición de novo (en azul) de la glucosa. En algunos puntos 
de estas rutas, las reacciones son reversibles y participan las siguientes enzimas: ① 
Glucosa 6-Fosfatasa Isomerasa; ② Fructosa 1,6-Bifosfatasa Aldolasa; ③ Gliceraldehido 
Fosfato Deshidrogenasa; ④ Fosfoglicerato Quinasa; ⑤ Fosfoglicerato Mutasa; ⑥ 
Fosfopiruvato Hidratasa. Sin embargo, las enzimas Hexoquinasa, Fosfofructoquinasa-1 
y Piruvato Quinasa participan exclusivamente del proceso de glicolisis. Por otro lado, las 
enzimas Glucosa 6-Fosfatasa, Fructosa 1,6-Bifosfatasa-1, PEP Carboxiquinasa y 
Piruvato Carboxilasa participan solo en el proceso de gluconeogénesis. 
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La regulación de GS es de gran importancia para modular la formación o degradación de 
glicógeno. Esta enzima, se encuentra regulada principalmente por cambio en los estados 
de fosforilación/desfosforilación. La fosforilación de GS es mediada por la glicógeno 
sintasa quinasa (GSK), lo cual lleva a una inactivación de esta enzima y, por consiguiente, 
la síntesis de glicógeno se encuentra inhibida. Por otro lado, la defosforilación de GS 
mediada por la glicógeno sintasa fosforilada (GSP o PP1), activa GS, promoviendo la 
síntesis de glicógeno. La insulina inactiva la GSK vía Akt/PKB (Lizcano y Alessi, 2002), 
permitiendo la activación de la síntesis de glicógeno (Patel et al. 2008). Por otro lado, los 
GCs son capaces de disminuir los niveles de glicógeno en el hígado (Bose et al. 2016). 
El rol de GRβ en el metabolismo de glicógeno no ha sido estudiado.  
 
3.4 Glucocorticoides y resistencia a insulina 
La insulina es una hormona peptídica que es secretada por las células β de los islotes 
pancreáticos de Langerhans. Su principal función es mantener los niveles de glucosa en 
la sangre, favoreciendo la entrada y almacenamiento de esta en el músculo y tejido 
adiposo, y en hígado favorecer su almacenamiento, como glicógeno, e inhibir su 
producción (gluconeogénesis hepática) (Wang y Harris, 2015).  
 
La transducción de señales a través de la vía PI3K (Figura 3) se inicia cuando el receptor 
de insulina (IR) activado (unido a su ligando), se autofosforila e interacciona con proteínas 
IRS (sustratos del receptor de insulina). Las proteínas IRS son fosforiladas por IR, lo cual 
permite que se una a los dímeros que forman PI3K (Virkamaki et al.1999). Como 
consecuencia, la subunidad catalítica de PI3K se localiza cerca de la membrana 
plasmática en donde tiene acceso a sus sustratos, PI4-P (fosfatidilinositol 4-fosfato) y PI 
4,5-P2 (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), los cuales son fosforilados generando PIP2 y PIP3, 
respectivamente. PIP3 se une a PDK1 (quinasa dependiente de fosfoinositidos-1) y Akt (o 
también llamada proteína quinasa B, PKB) (McCarthy y Elmendorf, 2007). PDK1 fosforila 
Akt en un residuo de Treonina (T308) de su dominio catalítico y para la activación total de 
Akt es necesario de una segunda fosforilación en S473 por el complejo mTORC2 (Kim y 
Feldman, 2012). La enzima Akt regula varios de los efectos metabólicos de la insulina, 
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incluyendo glicógeno sintasa (GS), glicógeno sintasa quinasa 3 (GSK3), sintasa de óxido 
nítrico inducible (iNOS), fosfofructoquinasa 2 (PFK2), molécula blanco de rapamicina en 
mamíferos (mTOR), Caspasa 9 (Ebina et al. 1985). Además, aumenta la captación de 
glucosa promoviendo la translocación del transportador de glucosa GLUT4 de 
compartimientos intracelulares a la membrana plasmática (McCarthy y Elmendorf, 2007) 
(Figura 3). 
 
Los GCs tienen una acción contraregulatoria a la insulina ya que generan un aumento en 
los niveles de azúcar en la sangre, esto se debe a la acción gluconeogénica directa que 
poseen. Se ha reportado en ratones mutantes para GR, desarrollan hipoglicemia después 
de ayuno, debido a una disminución de la expresión de la enzima gluconeogénica PCK. 
Por otro lado, la regulación de PCK se encuentra regulado por GCs-GR y este es un 
factor importante para desarrollar hiperglicemia en ratones que desarrollan diabetes 
mellitus (Opherk et al. 2004). A lo anterior se agrega que los GCs tiene la capacidad de 
suprimir la secreción de insulina desde las células β pancreáticas (Delaunay et al. 1997). 
También son capaces de reducir la expresión y la fosforilación de los sustratos del 
receptor de insulina (IRS-1), PI3-K y Akt, además disminuye la migración del 
transportador de glucosa 4 (GLUT 4) (Yuen et al. 2013), indicando que los GCs pueden 
dañar la vía de señalización de insulina.  
 
La exposición prolongada a GCs genera resistencia a la insulina, ya que estos pueden 
activar la transcripción de genes asociados con esta alteración (Kuo et al. 2012); como 
Cblb (Nakao et al. 2009), Pid-1 (Wu et al. 2010) y Grb10 (Wick et al. 2002). Estas acciones 
de los GCs están mediadas por el receptor GRα, el clásico receptor de GCs.  En cuanto 
GRβ, no hay evidencia que indique la influencia de este en el metabolismo de la glucosa, 
sin embargo, se ha reportado que la sobreexpresión de GRβ incrementa selectivamente 
la fosforilación de Akt, teniendo un impacto positivo en la vía de señalización de la insulina 
(Stechschulte et al. 2014). 
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Figura 3. Activación de la vía de PI3K/Akt. Esta vía representa el principal mecanismo 
por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo. El IR activo y 
autofosforilado, activa a IRS. Los sustratos fosforilados PIP2 y PIP3 sirven como sitio de 
unión de PDK1 y Akt. El complejo PDK1 activa Akt, que regula varios efectos metabólicos 
de la insulina a través de la activación de mTOR, FOXO, GSK3, Caspasa 9 y GLUT4 
(Modificada de Kim y Feldman, 2012). 
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3.5 HIPÓTESIS 
La isoforma  del Receptor de Glucocorticoide (GRβ) aumenta los efectos de la insulina 
en el metabolismo de la glucosa en células HepG2.  
 
3.6 OBJETIVO GENERAL 
Determinar la participación de la isoforma  del Receptor de Glucocorticoides (GRβ) en 
la regulación del metabolismo de la glucosa inducido por insulina en células HepG2. 
 
3.7  OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
- Estudiar el efecto de GRβ en la expresión de genes en células HepG2, inducidos 
por GC e insulina, que participan en rutas metabólicas como gluconeogénesis, 
glicolisis y glucogenogénesis; PDK4, G6Pasa, GLUT1, GLUT2, GLUT4, HK2, 
GCK, GBE, PCK 1 y PCK2.  
 
- Evaluar el metabolismo de la glucosa inducido por insulina en células HepG2 que 
sobreexpresan GRβ, a través de la fosforilación de Akt, P70S6K y AMPK; 
Captación de Glucosa y Generación de ATP. 
 
- Evaluar la acumulación de glicógeno en células HepG2 que sobreexpresan GRβ 
y su efecto al ser estimuladas con insulina. 
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4. MATERIALES Y METODOS 
Línea Celular 
Se utilizó como modelo experimental la línea celular HepG2 que es proveniente de 
hepatocarcinoma de un hombre de 15 años de edad (Aden et al. 1979). La línea celular 
se cultivó en medio DMEM 1X (11965084, Thermo Fisher) al 10% FBS (04-001-1A-US, 
Biological Industries) y las condiciones de cultivo fueron en incubador termorregulado a 
37°C, en una atmosfera humidificada con 5% de dióxido de carbono (CO2) y 95% de aire. 
 
Amplificación y Purificación de plásmidos 
Los plásmidos pCMVhGRα y pCMVhGRβ (Figura 4) fueron donados por el Dr. John 
Cidlowsky. La transformación de células competentes se realizó por mediante shock 
térmico según lo estipulado por Froger y Hall, 2007. Para la amplificación, se agregó 1 ml 
de medio de Escherichia Coli DH5α saturado, en un matraz con 10 mL de medio Luria-
Bertani (LB) (DF0445-17-4, BD Difco TM) y se incubó a 37°C con agitación orbital durante 
toda la noche. Una vez crecidas las células, se mantuvo el crecimiento del cultivo a 4°C. 
El medio LB fue preparado de acuerdo a las indicaciones del fabricante.  
 
Para la purificación, se utilizó el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System 
(Referencia A1330, Promega). Se centrifugó el cultivo bacteriano a 3800 rpm por 10 
minutos a 4°C, luego se resuspendió el pellet en 250 μL de solución de resuspensión y 
250 μL de buffer de lisis y se mezcló por inversión cuatro veces. Se añadió 10 μL de 
proteasa alcalina, se mezcló cuatro veces por inversión y se incubó a temperatura 
ambiente por 5 minutos. A continuación, se agregó 350 μL de solución de neutralización 
y se centrifugó a 13.500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se insertó la 
columna dentro de un tubo eppendorf y se agregó el sobrenadante.  Se centrifugó por un 
minuto a 13.500 rpm a temperatura ambiente. Se agregó 750 μL de solución de lavado y 
se centrifugó un minuto a 13.500 rpm a temperatura ambiente. Este paso se repite, pero 
con 350 μL de solución de lavado y se centrifugó a 13.500 rpm por 2 minutos a 
temperatura ambiente. La columna se colocó en un eppendorf de 1,5 mL libre de 
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nucleasas, se agregó 100 μL de Agua libre de nucleasas y se centrifuga a 13.500 rpm 
por un minuto a temperatura ambiente. El plásmidio se almacenó a -20 °C hasta su 
cuantificación.  
 
Los plásmidos se cuantificaron por espectrofotómetro Bioware UV/Visible. Se agregó en 
cubeta de cuarzo 198 μL de de H2O de agua DEPC y 2 μL de plasmidio.  Finalmente, se 
descartaron las muestras con índice A260/280 inferior a 1,7 o superior a 2.  
 
Transfección de Plásmidos  
Para la transfección se prepararon dos soluciones; la solución A contiene 600 μL de 
optiMEM® (31985970, gibco® - Thermo Fisher) y 3 μg de plásmido, y la solución B 
contiene 600 μL de optiMEM® y 6 μL de Lipofectamina® 2000 (11668019, Thermo Fisher), 
ambas soluciones se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se 
mezclaron las soluciones y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Durante los 20 minutos, al cultivo celular, en confluencia de aproximadamente de 70%, 
se cambió medio DMEM 1X al 10% FBS por medio optiMEM® (500 μL para placas de 12 
pocillos, 1 mL para placas de 35 mm, 2 mL para placas de 60 mm y 6 mL para placas de 
100 mm). Después del tiempo de incubación, se agregó la solución A+B al cultivo celular 
(200 μL para placas de 12 pocillos, 400 μL para placas de 35 mm y 1,2 mL para placas 
de 100 mm) y se incubó por 18 horas. 
 
Tratamiento con Dexametasona 
A las células previamente transformadas se les cambió medio optiMEM® con la solución 
A+B por medio DMEM 1X sin suero (3 mL para placas de 60 mm y 10 mL para placas de 
100 mm) y se incubó durante una hora. Una vez pasado el tiempo de incubación, se 
agregó 1μL/mL Dexametasona 1mM (Concentración final 1μM) y se incubó por 24 horas 
(Hernández-Alvarez et al. 2012). Luego se quitó el medio de cultivo y se lavó 3 veces con 
PBS 1X frío. Se congeló a -80°C hasta el momento de la extracción de RNA. 
32 
 
 
Figura 4. Plásmidos pCMVhGRα y pCMVhGRβ. Ambos plásmidos contienen un solo 
origen de replicación (ORI), un gen de resistencia a antibiótico (amp) y múltiples sitios de 
enzimas de restricción (EcoRI, Bgl II, Knp I, ClaI, Bam HI). Estos difieren en la secuencia 
codificante que poseen, pCMVhGRα (~9.5 Kb) posee la secuencia codificante para GRα 
y pCMVhGRβ (~8.5 Kb) posee la secuencia codificante para GRβ. 
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Tratamiento con insulina 
A las células previamente transformadas se les cambió el medio optiMEM® con la solución 
A+B por medio DMEM 1X sin suero (1mL para placas de 12 pocillos, 2 mL para placas 
de 35 mm y 10 mL para placas de 100 mm) y se incubó durante una hora. Una vez pasado 
el tiempo de incubación, se agregó 30 μL/mL de insulina 166,7 μM (Concentración final 
100 nM) y se incubó por 30 minutos para inducir la fosforilación de Akt, P70S6K y AMPK. 
(Stechschulte et al. 2014). El mismo tiempo de incubación se utilizó para los ensayos de 
captación de glucosa y formación de glicógeno. Se utilizó incubación de 3 horas para la 
inducción de genes por insulina (Hinds et al 2010) y para la medición de los niveles de 
ATP, el tiempo de incubación fue de 24 horas (Huang et al. 2005). A continuación, se 
quitó el medio de cultivo y se lavó 3 veces con PBS 1X frío. Se usó de inmediato para los 
ensayos. Para extracción de proteínas y RNA se congeló a -80°C hasta el momento del 
ensayo. 
 
Extracción de RNA 
Las células se sembraron en placas de 100 mm, se transfectaron y estimularon como se 
describió anteriormente. Luego, se lavaron 3 veces con PBS 1X, se lisaron con 1 mL 
Trizol® (15596026, Thermo Fisher), se recuperó en tubos eppendorf y se incubaron en 
hielo durante 5 minutos. Se agregó 200 μL de Cloroformo, se agitó vigorosamente y se 
incubó en hielo durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugó a 12.000 rpm durante 
10 minutos a 4°C. Se recuperó el sobrenadante y se agregó 500 μL de isopropanol, se 
incubó en hielo durante 10 minutos y se centrifugó 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, 
se eliminó el sobrenadante. El pellet se lavó con etanol 75% y se agitó con vortex antes 
de centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se secó el pellet al aire, se disolvió 
en 50 μL de agua libre de ARNasa y se encubó por 10 minutos a 60°C en la placa 
calefactora. Finalmente se cuantificó la cantidad de RNA presente en las muestras con 
espectrofotómetro Bioware UV/Visible y utilizando cubeta de cuarzo. Para esto, se agregó 
198 μL de H2O de agua DEPC y 2 μL de muestra. Finalmente, se descartaron las 
muestras con índice A260/280 inferior a 1,5 o superior a 2 y aquellas con concentración 
menor a 100 ng/μL.   
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PCR Transcriptasa Reversa (RT- PCR) 
Para la formación de cDNA se utilizó SuperScript® III First-Strand Synthesis System for 
RT-PCR (18080-051 Life Technologies – Thermo Fisher). Primeramente, se tomó 1 μg 
de RNA, 1 μL de partidores 50 μM de oligo(dT)20, 1 μL de mix de dNTP 10 mM, se agregó 
agua DEPC hasta completar 10 μL y se incubó a 65°C por 5 minutos en un tubo eppendorf 
autoclavado y libre de RNAsas. Luego se incubó en hielo durante 1 minuto y se añadió 
10 μL de mix de síntesis de cDNA (2 μL Buffer 10X RT, 4 μL MgCl2 25 mM, 2 μL DTT 0,1 
M, 1 μL RNasaOUTTM y 1 μL SuperScript® III RT (200 U/μL), se centrifugó brevemente y 
se incubó durante 50 minutos a 50°C. Luego se incubó a 85°C por 5 minutos, se enfrió 
en hielo, se añadió 1 μL de RNAsa H (2 U/μL) y se incubó por 20 minutos a 37°C. El 
cDNA formado se almacenó a – 20°C. 
 
PCR Cuantitativo (PCR en Tiempo Real) 
Para la amplificación se mezcló (volumen total 10 μL): 5 μL Master Mix Kapa SYBR® 2X 
(KK4602, Biosystems), 3 μL de Agua destilada ultra pura (Gilbco® By Life TechnologiesTM, 
10977-015), 0,5 μL de partidor forward, 0,5 μL de partidor reverse (Tabla 2) y 1 μL de 
cDNA. El DNA total se utilizó en concentraciones de 1 ng/μL. Para la amplificación, se 
utilizó el siguiente ciclo; 1 ciclo de 95°C de 2 minutos, 35 ciclos de 10 segundos a 95°C, 
40 segundos a 60°C. Finalmente, se mantuvo 5°C por 15 segundos. 
Los espectros de fluorescencia se controlaron mediante ECOillumina® Real-Time PCR 
System (Roche Diagnostics, Suiza). La fluorescencia limitante (Ct), se calculó mediante 
el software LinRegPCR Versión 11.0 (Amsterdam, Netherlands) y se utilizó el método 2-
ΔΔCt para obtener los niveles relativos de expresión de cada muestra. Los resultados 
fueron expresados con relación al promedio de tres genes constitutivos: β- Actina, 
YWHAZ y GAPDH (Secuencias Tabla 2). 
 
Extracción y cuantificación de Proteína 
Las células se sembraron en placas de 60 mm y se sometieron a las condiciones 
experimentales según corresponda. Las células se incubaron en hielo y se lavaron 3 
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veces con PBS 1X frío. A continuación, se raspó las placas con 75 μL de buffer NP 40 
(NP40 Stock; 4,4 g NaCl, 2,1 g Tris-Base, 5 mL de NP 40. Solución de trabajo; 10 mL de 
NP 40 stock, 1 pastilla de inhibidor de proteasas (Roche, 11836153001) y 1 pastilla 
inhibidor de fosfatasas (Roche 04906845001)). Se centrifugó a 12.000 rpm por 10 
minutos a 4°C, el pellet se descartó y se recuperó el sobrenadante, el cual se utilizó para 
la cuantificación de proteínas. Luego, se agregó 25 μL de buffer de carga 4X (20 mL 
Glicerol, 5 g SDS, 1,21 g de Tris-Base, 0,01 g de azul de bromofenol y 10 mL 2-
Mercaptoetanol), se incubó por 10 minutos a 100°C y se almacenó a -20°C para su 
posterior uso.  Para la cuantificación de proteínas se utilizó el método Bradford (Bradford, 
1976). En una placa de 96 pocillos se agregó 145 μL de Reactivo Bradford (Biorad, 500-
0006), 4 μL de agua destilada y 1 μL de muestra; para el blanco se agregó en vez de la 
muestra, 1 μL de buffer de lisis. Se determinó la absorbancia a 600 nm. 
 
Western Blot 
Los lisados de proteína de cada grupo en estudio se separaron por electroforesis en geles 
de poliacrilamida SDS-PAGE. Primeramente, se preparó gel separador al 10% con un 
volumen final aproximadamente de 15 mL (Tabla 3), se dejó a temperatura ambiente 
hasta que gelifique (15-30 minutos). A continuación, se preparó el gel concentrador al 5% 
con un volumen final de aproximadamente 10 mL (Tabla 3), se colocó la peineta de 
acuerdo al número de muestras y se dejó a temperatura ambiente hasta que gelifique. 
Luego, se puso los vidrios en la cámara de Western Blot Bio-Rad® (Cámara Bio Rad Mini-
Vertical PAGE/Blotting System California, EE.UU), se llenó con buffer de corrida (Stock 
10X 1L: 30,25 g Tris-Base, 144 g Glicina, 10 g SDS. Para solución 1X; 100 mL de Stock 
10X en 900 mL de agua Bidestilada) y se retiró la peineta. Se cargaron las muestras, de 
acuerdo a la cuantificación de proteínas, y el estándar de peso molecular para proteínas, 
se conectó la cámara a la fuente de poder y se corrió la electroforesis a 80 v, constante 
en tiempo. 
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Tabla 2. Secuencias y condiciones experimentales teóricas de los partidores 
requeridos. Los partidores diseñados se obtuvieron a través de KiCqStart® SYBR® 
Green Primers de Sigma-Aldrich®.  
 
 
 
 
Para la electrotransferencia, se utilizó una membrana de PVDF que se pre-incubó en 
metanol por 10 minutos, luego se comenzó la electrotransferencia a amperaje constante 
de 400 mA por 90 minutos. Se mantuvo la membrana en buffer TBS-T (1 g Tween 20, 
100 mL TBS 10X y llevar volumen a 1L) al final de la electrotransferencia. Luego se tiñó 
Partidor Partidor Secuencia 5’ a 3’ Tm (°C) 
GRα Forward CCATTGTCAAGAGGGAAGGAAAC 55,9 
  Reverse ATGATTTCAGCTAACATCTCGGG 54,9 
GRβ Forward ACTCTTGGATTCTATGCATGAAAATG 53,9 
 Reverse TGTGTGAGATGTGCTTTCTGGTTT 57,1 
PDK4 Forward  CTTGGGAAAAGAAGACCTTAC 58,4 
  Reverse  GTGCAGTGGAGTATGTATAAC 53,6 
G6PC2 Forward  CCGAGCTTSCTSCACTTTTC 55,8 
 Reverse GGTCGATGACCAAATAATATCC  60,8 
SLC2A1 Forward  ACCTCAAATTTCATTGTGGG 61,2 
 Reverse  GAAGATGAAGAACAGAACCAG 57,9 
SLC2A4 Forward CCATTGTTATCGGCATTCTG  62,8 
   Reverse ATTCTGGATGATGTAGAGGTAG  56,3 
HK2 Forward  GAAAGCAACTGTTTGAGAAG 56,7 
 Reverse CAATGTCTGAGATGTCTTTGG  59,8 
GBE1 Forward ATTGTGCTAGATTCAGATGC  56,9 
  Reverse CACCAAAAGAGAATAGGGAC  57,7 
PCK1 Forward ATTCTGGGTATAACCAACCC 59,1 
 Reverse GTTGATGGCCCTTAAATGAC 60,8 
PCK2 Forward  GGCATTCGAGATTTTGTAGAG 60,3 
  Reverse  CAGCAGTTATTGTACTTGGG 57,3 
PTEN Forward GGCTAAGTGAAGATGACAATC 57,8 
 Reverse GTTACTCCCTTTTTGTCTCTG 57,0 
GAPDH Forward CTGCCCCCTCTGCTGATG 58,4 
 Reverse TCCACGATACCAAAGTTGTCATG 55,1 
β- Actina Forward GGACTTCGAGCAAGAGATGG 55,3 
 Reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG 57,9 
YWHAZ Forward TGCTTCACAAGCAGAGCA 56,9 
 Reverse GTTAAGGGCCAGACCCAGTC 57,7 
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con rojo ponceau (10 g Rojo Ponceau, 150 g Acido tricloroacético y 150 g Acido 
Sulfosalicílico) durante 1 minuto, se eliminó el rojo ponceau y se lavó reiteradamente la 
membrana con TBS-T. A continuación, se incubó la membrana con la solución de bloqueo 
(2,5 g de Leche semi descremada y 50 mL de TBS-T) por 1 hora a temperatura ambiente. 
Se eliminó la solución de bloqueo, se incubó toda la noche a 4°C con el anticuerpo 
primario y se lavó 3 veces por 5 minutos con TBS-T. Luego, se incubó con el anticuerpo 
secundario por 1 hora a temperatura ambiente y se lavó 3 veces con TBS-T por 5 minutos.  
Los anticuerpos primarios que se utilizaron son; P-Akt (1:1000; #9171 Cell Signaling), Akt 
total (1:1000; #2920 Cell Signaling), p-P70S6K (1:1000 #9234 Cell Signaling), P70S6K 
total (1:1000 #9202 Cell Signaling), p-AMPK (1:1000; #2535 Cell Signaling), AMPK Total 
(1:1000; #2532 Cell Signaling), Glicógeno Sintasa (1:500; #81173 Santa Cruz) y β- Actina 
(1:1000; #3700 Cell Signaling), mientras como anticuerpo secundario se utilizó anti-rabbit 
(1:5000; 401315 Calbiochem) y Anti-mouse (1:5000; 402335 Calbiochem). Todos los 
anticuerpos se prepararon en TBS-T. Para el revelado, la membrana se expuso a las 
soluciones quimioluminiscente EZ-ECL (DW1029, Biological Industries), las bandas se 
obtendrán por medio del C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR, EE.UU) y se cuantificó por 
medio del software Image Studio versión 3.1. 
 
Tabla 3. Preparación de Geles separador y Concentrador para Western Blot. Para 
ambos geles es necesario agitar la solución y agregar rápidamente en los vidrios y 
agregar una capa de isopropanol para eliminar burbujas. Ambos geles tienen un volumen 
suficiente 2 geles (Bio-Rad, 2000). 
 
Reactivos Gel Separador 10% Reactivos 
Gel Concentrador 
5% 
H2O Destilada 6,2 mL H2O Destilada 5,7 mL 
Buffer Lower 4X 3,8 mL Buffer Upper 4X 2,5 mL 
A/BA 5 mL A/BA 1,7 mL 
TEMED 20 μL TEMED 10 μL 
APS 10% 150 μL APS 10% 90 μL 
 
Medición de los niveles de ATP por Luminometría 
Para la medición en los niveles de ATP se utilizó el kit Cell Titer-Glo® (G7570, Promega). 
Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos, se transfectaron y se estimularon según 
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corresponda. Luego de finalizar el estímulo determinado, se lavó 3 veces con PBS 1X. A 
continuación, se mezcló 1 mL de Buffer y 1 mL de Sustrato, de esta mezcla se agregó 
80μL por pocillo y 80 μL de PBS 1X. Se agito por un minuto y los sobrenadantes se 
traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos y se analizó los espectros en Luminómetro. 
Como blanco se utilizó mix de kit sin muestra. Los resultados fueron expresados con 
relación al grupo control de estudio, células HepG2 sin transfección y sin estimulo.  
Ensayo MTT 
Las células se cultivaron en placas de 12 pocillos, se transfectaron y se estimularon según 
corresponda. Se preparó Solución MTT (0,5 mg/mL; M5655, Sigma) de la siguiente 
manera; 1mL de MTT (5 mg/mL) en 9 mL de DMEM sin suero. De esta solución se agregó 
400 μL a cada pocillo y se incubó por 2 h a 37°C. Después de la incubación, se lavó 3 
veces con PBS 1X tibio, se añadió 400 μL de Isopropanol y se incubó por 10 min a 37°C. 
El sobrenadante se transfirió por duplicado a una placa de 96 pocillos y se midió por 
absorbancia a 550 nm. Como blanco se usó isopropanol sin muestra. Los resultados 
fueron expresados con relación al grupo control de estudio, células HepG2 sin 
transfección y sin estimulo. 
 
Captación de Glucosa 
Las células HepG2 se sembraron en placas con cubreobjetos de 25 mm, se transfectaron 
y posterior a los estímulos, se lavaron 3 veces con solución de Krebs con Ca+2 2,5 mM 
sin glucosa (Para 1L; 8,5 g NaCL, 0,37 g KCL, 0,3822 g CaCl2, 0,2032 g MgCl2, 2,383 g 
Hepes. pH 7,4) a temperatura ambiente, y luego se estimularon con insulina 100 mM por 
20 minutos. Posteriormente las células se lavaron 3 veces con solución Krebs con Ca+2 
sin glucosa y se incubaron con 300 μL de 2-NBDG 30 mM (N13195, Thermo Fisher) 
durante 15 minutos a temperatura ambiente (Zou et al. 2005). Las células se lavaron 3 
veces con solución Krebs con Ca+2 con glucosa fría (Para 1L; 8,5 g NaCL, 0,37 g KCL, 
0,3822 g CaCl2, 0,2032 g MgCl2, 2,383 g Hepes, 1,0092 g Glucosa. pH 7,4) y se montaron 
en una cámara de perfusión de 1 mL de capacidad, con 500 μL de solución tampón Krebs 
con Ca+2 con glucosa fría y se obtuvo las imágenes con microscopio de epifluorescencia 
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Nikon. Para cada secuencia de imágenes obtenidas, se determinó los niveles de 
fluorescencia en regiones de interés de células individuales. Para el análisis de imágenes 
se utilizó el software Image J (National Institute of Mental Health, EEUU). Los resultados 
fueron expresados con relación al grupo control de estudio, células HepG2 sin 
transfección y sin estimulo. 
 
Detección de Glicógeno  
Las células HepG2 se sembraron en placas con cubreobjetos de 25 mm, se transfectaron 
y posterior a los estímulos, se lavaron 3 veces con solución Hepes 10mM (Para 1L; 8,1 g 
NaCl, 0,99 g D-Glucosa, 0,37 g KCl, 0,20 g MgCl2, 0,22 g CaCl2, 2,4 g Hepes. pH 7,4). 
Luego en 500 μL de Hepes 10 mM (por pocillo) se agregó 8,3 μL de 2-NBDG 30 mM 
(N13195, Thermo Fisher), se incubó por 3 horas a 37°C (Favaro et al. 2012). Se removió 
el 2-NBDG y se lavó 3 veces con Hepes 10 mM. Se incubó durante 3 horas con DMEM 
sin suero a 37°C. Finalmente, se lavó 3 veces con Hepes 10 mM y se montó el 
cubreobjeto en una cámara de perfusión de 1 mL de capacidad, con 500 μL de solución 
Hepes 10 mM y se obtuvo las imágenes con microscopio confocal. Para cada secuencia 
de imágenes obtenidas, se determinó los niveles de fluorescencia en regiones de interés 
de células individuales. Para el análisis de imágenes se utilizó el software Image J 
(National Institute of Mental Health, EEUU). Los resultados fueron expresados con 
relación al grupo control de estudio, células HepG2 sin transfección y sin estimulo. 
 
Análisis Estadístico  
Los experimentos se realizaron cuatro veces de manera independiente (n=4). Los datos 
se expresaron como valor promedio ± error estándar de la media (SEM). Los datos se 
analizaron con Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software, EEUU). Los grupos se 
compararon mediante One-way ANOVA, se consideraron las diferencias como 
estadísticamente significativas cuando el nivel de confianza es inferior a 5 (p<0,05). Como 
post-análisis estadístico se utilizó Test de Tukey. 
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5. RESULTADOS 
5.1  Determinación de expresión GRα y GRβ en células HepG2 
La sobreexpresión de GRα y GRβ en células HepG2 a nivel de RNA mensajero y de 
proteína se encuentran en la figura 5. Los resultados se encuentran expresados 
relativamente contra el grupo experimental no transfectado ni estimulado (Mock), 
adicionalmente los resultados de PCR en tiempo real se encuentran normalizados por el 
promedio de tres genes constitutivos: β-Actina, YWHAZ y GAPDH. La expresión relativa 
a nivel de RNA mensajero (Figura 5A y 5B) y de proteína (Figura 5C y 5D) en ambas 
isoformas aumenta significativamente cuando se transfectan los plásmidos pCMVhGRα 
y pCMVhGRβ. La transfección de pCMVhGRα en esta línea celular no afecta la expresión 
de GRβ (Figura 5A), y de igual forma, la transfección de pCMVhGRβ no afecta la 
expresión de GRα (Figura 5B). El análisis en los niveles de expresión de PTEN se utilizó 
como control positivo de la sobreexpresión de GR (Figura 5E). La expresión de PTEN 
disminuye significativamente cuando se sobreexpresa GR.   
 
 
5.2 GRβ como modulador en la transcripción de genes relacionados con el 
metabolismo de la glucosa. 
 
Los resultados se encuentran expresados relativamente contra el grupo experimental no 
transfectado ni estimulado (Mock), adicionalmente se encuentran normalizados por el 
promedio de tres genes constitutivos: β-Actina, YWHAZ y GAPDH. La expresión de los 
genes gluconeogénicos, G6Pasa, PCK1 y PCK2 en células HepG2 a las cuales se les 
sobreexpresó GRβ se muestran en la figura 6. Los resultados muestran que 
dexametasona induce la expresión de G6Pasa, PCK1 y PCK2. Por otro lado, la 
sobreexpresión de GRβ disminuye significativamente la expresión de G6Pasa y PCK2 de 
forma independiente de insulina y dexametasona (Figura 6A y 6C). Además, en la Figura 
6A se muestra que GRβ actúa como dominante negativo de GRα, ya que contrarresta su 
efecto. En el caso de PCK1, GRβ no genera cambios significativos en la expresión de 
esta enzima (Figura 6B).  
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Figura 5. Sobreexpresión de pCMVGRα y pCMVGRβ en células HepG2. Los niveles 
de transcrito (A) GR, (B) GRβ y (E) PTEN, se midieron por PCR en tiempo real, se utilizó 
el utilizó el método 2-ΔΔCt para obtener los niveles relativos, donde además se utilizó el 
promedio de tres genes constitutivos: β- Actina, YWHAZ y GAPDH. La expresión a nivel 
de proteínas de (C) GRα y (D) GRβ, medido por western blot y su cuantificación por 
Densitometría. Los resultados corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 
experimentos independientes, * p< 0,05 vs control (Mock). 
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Figura 6. Sobreexpresión de GRβ y el efecto en genes gluconeogénicos. Los 
ensayos se realizaron en celulas HepG2, las cuales se tranfectaron con pCMVhGRα y 
pCMVhGRβ. Los niveles de transcrito se midieron mediante PCR en tiempo real, se utilizó 
el utilizó el método 2-ΔΔCt para obtener los niveles relativos, donde además se utilizó el 
promedio de tres genes constitutivos: β- Actina, YWHAZ y GAPDH. (A) Glucosa 6 
Fosfatasa (G6Pasa) (B) Fosfopiruvato carboxiquinasas isoforma 1 (PCK1) y (C) 
Fosfopiruvato carboxiquinasas isoforma 2 (PCK2). Los resultados corresponden al 
promedio ± SEM de al menos 4 experimentos independientes, * p< 0,05 vs control (Mock), 
# p<0,05 vs control + Estimulo (Dex o Ins).  
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El análisis en la expresión de genes glicolíticos se muestra en la figura 7. En el caso de 
HK2, no hay cambios significativos en los niveles de mRNA de esta enzima, ni con 
insulina ni con la sobreexpresión de GRβ (Figura 7A). Sin embargo, GR aumenta los 
niveles de PDK4 de forma independiente a insulina (Figura 7C).   
 
El análisis de la expresión de la GBE se muestra en la figura 7B. Se muestra la tendencia 
de insulina y GRβ de aumentar los niveles de RNA mensajero de esta enzima. En cambio, 
cuando se sobreexpresa GRβ y se estimula con insulina, aumenta significamente la 
expresión de esta enzima.  
 
Los niveles de expresión de GLUT 1, 2 y 4 se muestran en la figura 8. Insulina aumenta 
significativamente la expresión de GLUT1 en células no transfectadas con pCMVGRβ, 
sin embargo, cuando se sobreexpresa esta isoforma de GR, los niveles de RNA 
mensajero de GLUT1 disminuyen significativamente (Figura 8A). Por otro lado, se 
muestra en la figura 8B, la tendencia de GRβ de aumentar los niveles de mRNA de 
GLUT2, donde además potencia significativamente la acción de la insulina. En la Figura 
8C, se muestra que GRβ aumenta los niveles de transcrito de GLUT4 de manera similar 
a insulina, sin embargo, esta potencia significativamente la acción de insulina.    
  
5.3 Participación de GRβ en el metabolismo de la glucosa inducido por insulina. 
Los resultados de este objetivo se encuentran expresados relativamente contra el grupo 
experimental no transfectado ni estimulado (Mock). Para ver si existe una relación entre 
GRβ e insulina, se medió mediante western blot la fosforilación de enzimas claves en su 
vía de señalización, Akt, P70S6K y AMPK.). Los niveles de fosforilación de Akt (p-Akt) en 
células HepG2 transfectadas con pCMVhGRβ se muestran en la Figura 9A. GRβ es 
capaz de aumentar significativamente los niveles de p-Akt de manera similar a la acción 
de insulina. De igual forma, la fosforilación de P70S6K (p-P70S6K) se ve aumentada por 
GRβ, independiente del estímulo con insulina (Figura 9B). Por otro lado, la fosforilación 
de AMPK (p-AMPK) tiende aumentar en aquellas células en las cuales se sobreexpresó 
44 
 
GRβ. Sin embargo, este aumento es significativo cuando las células son transfectadas 
con pCMVGRβ y estimuladas con insulina (Figura 9C). 
 
 
 
Figura 7. Sobreexpresión de GRβ y el efecto en genes glicolíticos y glicogénesis. 
Los ensayos se realizaron en celulas HepG2, las cuales se tranfectaron con pCMVhGRα 
y pCMVhGRβ. Las células se estimularon con Insulina 100 nM por 3 h. El nivel de 
transcrito se midió mediante PCR en tiempo real, se utilizó el utilizó el método 2-ΔΔCt para 
obtener los niveles relativos, donde además se utilizó el promedio de tres genes 
constitutivos: β- Actina, YWHAZ y GAPDH. (A) Hexoquinasa 2, (B) Enzima ramificadora 
de glicógeno, (C) Complejo piruvato deshidrogenasa quinasa isoforma 4. Los resultados 
corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 experimentos independientes, * p< 0,05 
vs control (Mock), # p<0,05 vs control + Estimulo (Dex o Ins), & p<0,05 vs GRβ.  
 
Para ver si GRβ tiene alguna implicancia en la captación de glucosa en esta línea celular, 
se midió la captación de un análogo de glucosa fluorescente, 2-NBDG, el cual se observó 
a través de microscopia confocal. Como se muestra en la Figura 10, las células en las 
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cuales se sobreexpresó GRβ muestran un aumento significativo en la captación de 2-
NBDG con respecto al grupo control. De igual forma, las células HepG2 a las cuales se 
les sobreexpresó GRβ y se les estimuló con insulina muestran un aumento significativo 
en la captación de 2-NBDG.  
 
 
Figura 8. Sobreexpresión de GRβ y el efecto en transportadores de glucosa. Los 
ensayos se realizaron en celulas HepG2, las cuales se tranfectaron con pCMVhGRβ. El 
estímulo corresponde a Insulina 100 nM durante 3 h. El nivel de transcrito se midió 
mediante PCR en tiempo real, se utilizó el utilizó el método 2-ΔΔCt para obtener los niveles 
relativos, donde además se utilizó el promedio de tres genes constitutivos: β- Actina, 
YWHAZ y GAPDH. (A) GLUT 1, (B) GLUT2, y (C) GLUT4. Los resultados corresponden 
al promedio ± SEM de al menos 4 experimentos independientes, * p< 0,05 vs control 
(Mock), # p<0,05 vs control + Insulina (Ins). 
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Figura 9. Efecto de la sobreexpresión de GRβ en la fosforilación de Akt, P70S6K y 
AMPK. Los ensayos se realizaron en celulas HepG2, las cuales se tranfectaron  con 
pCMVhGRβ y se estimuló con Insulina 100 nM por 0.5 h. La separación de proteínas se 
realizó mediante Western blot y las bandas se cuantificaron por densitometría. Los 
resultados se encuentran expresados relativamente contra el grupo experimental no 
transfectado ni estimulado (Mock).  (A) Niveles de fosforilación de Akt, (B) Niveles de 
fosforilación de P70S6K, y (C) Niveles de fosforilación de AMPK. Los resultados 
corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 experimentos independientes, * p< 0,05 
vs control (Mock). 
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Para seguir estudiando si GRβ tiene algún rol energético en esta línea celular, se midieron 
los niveles de ATP y la viabilidad celular. En los niveles de ATP no hubo cambios 
significativos en aquellas células en las cual se sobreexpresa GRβ (Figura 11A). Por otro 
lado, GRβ es capaz de aumentar la viabilidad celular, independiente del estímulo con 
insulina (Figura 11B).  
 
 
Figura 10. Efecto de GRβ en la Captación de 2-NBDG. Experimentos se realizaron en 
células HepG2 estimuladas con insulina 100 nM por 0.5 h, las imágenes se obtuvieron a 
través de microscopia confocal y se analizaron mediante el programa Image J. Los 
resultados se encuentran expresados relativamente contra el grupo experimental no 
transfectado ni estimulado (Mock) y corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 
experimentos independientes, * p< 0,05 vs control (Mock), # p<0,05 vs control + Insulina 
(Ins). 
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5.4  Efecto de GRβ en la acumulación de glicógeno en células HepG2. 
Para estudiar si GRβ tiene un rol en la acumulación de energía, se estudió la acumulación 
de glicógeno por 2-NBDG por microscopia confocal y medición por western blot de la 
enzima Glicógeno Sintasa (GS). Los resultados se encuentran expresados relativamente 
contra el grupo experimental no transfectado ni estimulado (Mock). GR aumenta 
significativamente la acumulación de glicógeno, como se muestra el patrón punteado en 
la Figura 12A, independiente del estímulo de insulina. De la misma forma, GRβ aumenta 
significativamente la expresión de la enzima GS (Figura 12B). 
 
 
Figura 11. Efecto de GRβ los niveles de ATP y Viabilidad Celular. Experimentos se 
realizaron en células HepG2 a las cuales se les sobreexpresó hGRβ. (A) Los niveles de 
ATP se midieron a través Luminometría. Las células fueron estimuladas con insulina 100 
nM por 3 h. (B) Viabilidad Celular, se medió mediante el ensayo MTT. Las células fueron 
estimuladas con insulina 100 nM durante 24 h.  Los resultados se encuentran expresados 
relativamente contra el grupo experimental no transfectado ni estimulado (Mock) y 
corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 experimentos independientes, * p< 0,05 
vs control (Mock). 
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Figura 12. Efecto de GRβ en la acumulación de glicógeno. Los experimentos se 
realizaron en células HepG2 a las cuales se les sobreexpresó GRβ y se estimuló con 
insulina 100 nM.  (A) Acumulación de glicógeno se caracterizó por patrón punteado, las 
imágenes se obtuvieron por microscopia de fluorescencia y se analizaron mediante 
Image J. (B) Expresión de la proteína Glicógeno Sintasa (GS) medido por western blot 
Los resultados se encuentran expresados relativamente contra el grupo experimental no 
transfectado ni estimulado (Mock) y corresponden al promedio ± SEM de al menos 4 
experimentos independientes, * p< 0,05 vs control (Mock). 
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6. DISCUSIÓN  
 
Este es el primer trabajo donde se reporta el efecto de GRβ sobre la síntesis de glicógeno. 
En este trabajo se utilizó la línea celular hepática HepG2 como modelo de estudio, a las 
cuales se les transfectó un plásmido que codifica para GRβ, luego fueron estimuladas 
con insulina y se les sometió a diferentes ensayos moleculares y metabólicos.  
 
GRβ además de ser dominante negativo de GRα, tiene una función metabólica y celular. 
Dentro de la actividad intrínseca de GRβ, se encuentra que esta isoforma disminuye la 
expresión de PTEN en células MEF (Stechschulte et al 2014), por lo cual se utilizó la 
expresión de esta fosfatasa como control positivo para la sobreexpresión de GRβ. Por 
otro lado, esta isoforma de GR se encuentra ampliamente distribuido en organismos 
como rata (DuBois et al. 2013), ratón (Hinds et al.2010), pez cebra (Schaaf et al. 2008) y 
humanos (Pujols et al. 2002 y Christodoulopoulos et al. 2005). Esta distribución se 
concentra principalmente en tejidos como hígado, riñón, músculo esquelético, corazón, 
entre otros, y en células inflamatorias; eosinófilos, macrófagos y neutrófilos. También se 
ha detectado esta isoforma en diversas líneas celulares como HeLa (Kino et al. 2009), 
MEF, C2C12 (Stechschulte et al 2014), SaOS-2, HepG2 (Solakidi et al. 2007), UMUC-3 
y T-24 (McBeth et al. 2016).  
 
Por otro lado, los GCs son bien conocidos por modular el metabolismo de los 
carbohidratos y lípidos, su uso prolongado puede producir resistencia a la insulina. En el 
hígado, los GCs estimulan la gluconeogénesis aumentando la expresión de RNA 
mensajero de G6Pasa (Hinds et al. 2010) y PCK (Ma et al. 2013). Estas acciones son 
moduladas por GRα, donde GRβ produce un efecto contrario. En ratones, GRβ disminuye 
la gluconeogénesis hepática debido a una disminución en la expresión de PCK1 (He et 
al. 2015). A esto se le suma lo anteriormente reportado por Hinds et al. 2010, donde GRβ 
disminuye la expresión de G6Pasa y PCK en células MEF. De igual forma, se decidió 
medir ambas isoformas de PCK, PCK1 esa la isoforma citosólica que se encuentra 
modulada por hormonas como GCs, insulina y glucagón. Los GCs y glucagón aumentan 
la expresión del RNA mensajero (Beale et al. 2003 y Han et al. 2015), mientras insulina 
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disminuye esta expresión (Mizuno et al. 2016). Por otro lado, PCK2 es la isoforma 
mitocondrial y un aumento en su actividad se encuentra relacionado con un aumento en 
la producción de lactato (Zhao et al. 2017), siendo este precursor de la ruta 
gluconeogénica. En este trabajo, se obtuvo resultados significativos de PCK2 y no de 
PCK1. Estos resultados son la primera evidencia de que GRβ modula PCK2, sugiriendo 
que esta isoforma de GR tendría una participación en la glicolisis anaeróbica.   
 
Otro proceso en el metabolismo de la glucosa es el proceso de glicolisis. HK2 es la 
enzima que cataliza el primer paso del proceso de glicólisis, esta actúa mediante una 
irreversible fosforilación de glucosa entrante a la célula. Hay cuatro isoformas de esta 
enzima, que van de 1 al 4, siendo HK2 la isoforma principal y se encuentra en tejidos 
sensible a insulina (Wilson, 2003). Por esto, en este trabajo se decidió medir HK2 y no 
HK4, que es la isoforma predominante del hígado (Pastorino y Hoek, 2003). HK2 se 
encuentra sobreexpresada en varias líneas celulares como, por ejemplo; HCT116 (Zhu 
et al. 2017), MEF, PC3 (Wang et al. 2014), REH (Leni et al. 2017) donde la supresión de 
HK2 produce una disminución en la captación de glucosa, glicólisis y proliferación celular.  
Esta enzima se encuentra modulada por la insulina a través de la vía de señalización 
Akt/mTOR y es suprimida por PTEN (Wang et al. 2014). Tal como se mencionó 
anteriormente, GRβ suprime PTEN, por lo cual se espera que HK2 aumentara su 
expresión, lo cual no corresponde a los resultados obtenidos. Lo cual podría deberse a 
que HK2 posee una Km máxima 5 mM y a concentraciones mayores, como los 25 mM 
del medio DMEM, no provoca un aumento en la actividad de esta enzima (Fujii y Beutler, 
1985). 
 
Otra enzima importante de la vía glicolitica es PDK4, que fosforila e inactiva el complejo 
deshidrogenasa, y con esto disminuir el ciclo de krebs. En Hepatocarcinoma, la expresión 
de PDK4 se encuentra suprimido por insulina y activado por dexametasona (Know et al. 
2004 y Connaughton et al. 2010). En células MEF, GRβ es capaz de disminuir la 
expresión de PDK4 inducido por dexametasona (Hinds et al. 2010). Por otro lado, los 
altos niveles de glucosa, a largo plazo, altera la vía de señalización de Akt y junto a esto 
PDK4 aumenta su actividad (Quintela et al. 2014). 
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Para mediar todos estos procesos del metabolismo de la glucosa, es necesario que la 
glucosa entre a las células. Las células tienen transportadores transmembrana 
específicos para glucosa. GLUT1 se encuentra expresado en varios tejidos y es el 
transportador basal de glucosa, mientras que GLUT2 se encuentra preferencialmente en 
hígado y páncreas, y es sensor de glucosa en estos tejidos (Olson y Pessin,1996). GLUT4 
se encuentra principalmente en músculo esquelético (Weinstein et al. 1998) y tejido 
adiposo (Hajduch et al. 1995) y su translocación a la membrana plasmática depende de 
insulina. En células HepG2 se encuentran expresadas estas 3 isoformas del 
transportador de glucosa y su expresión aumenta en presencia de insulina (Li et al. 2016, 
Aravinthan et al. 2015 y Jiang et al. 2016). Los resultados obtenidos varían para cada 
isoforma y esto se encuentra asociado a la afinidad de estos transportadores por la 
glucosa (Gould y Holman, 1993 y McCarthy y Elmendorf, 2007). 
 
Para evaluar el metabolismo de la glucosa inducido por insulina en células HepG2 que 
sobreexpresan GRβ, se medió los niveles de p-Akt y p-P70S6K, ambas enzimas 
importantes en la vía de señalización de insulina (Jiang et al. 2003 y Doscas et al. 2014). 
Por otro lado, aumento en la expresión de Akt en hepatocarcinoma y cultivo primario de 
hepatocitos disminuye la expresión de mRNA de PCK y G6P (Agati et al. 1998 y Schmoll 
et al. 2000). Al activarse la vía de señalización Akt en células HepG2, se promueve la 
translocación de GLUT4 a la membrana plasmática, resultando en un aumento en la 
captación de glucosa (Bhakta et al.2017). GRβ aumenta los niveles de p-Akt y promueve 
la proliferación celular en células MEF y 3T3 (Stechschulte et al. 2014).  
 
Cuando hay abundancia de glucosa, como en este caso, la actividad de Akt se encuentra 
activada promoviendo la proliferación celular y la actividad de AMPK se encuentra 
limitada. Las vías Akt y AMPK interactúan de la siguiente forma; insulina a través de p-
Akt activa mTOR (Figura 3), promoviendo la síntesis de proteínas y la proliferación 
celular, e inhibiendo el proceso de autofagia. Por otro lado, AMPK inhibe mTOR 
inhibiendo estos procesos debido a- los bajos niveles de ATP (Hahn-Windgassen et al. 
2005). Es por esto que se midió AMPK, el sensor celular de energía. AMPK se activa 
mediante fosforilación (p-AMPKThr172), promoviendo la activación de vías catabólicas; 
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captación de glucosa, glicólisis y oxidación de ácidos graso e inhibiría la gluconeogénesis 
y la acumulación de glicógeno (Herzig y Shaw, 2017), debido a los bajos niveles de ATP 
intracelulares y de forma contraria cuando se fosforila en Ser485, AMPK se inactiva (Hardie 
et al. 2012). En musculo esquelético, insulina aumenta los niveles de p-AMPKSer485 y no 
genera cambios en p-AMPKThr172 (Valentine et al. 2014). Sin embargo, reportes recientes 
sugieren que la activación de AMPK por diferentes vías aumenta la sensibilidad de 
insulina y sus efectos, lo que sugiere que AMPK e insulina no actúan de manera contraria 
en todos los modelos (Bernal-Sore et al. 2017).  
 
Después de la ingesta de alimentos, el exceso de glucosa se almacena en forma de 
glicógeno en hígado y músculo esquelético. La síntesis de glicógeno requiere de una 
acción coordinada de varias enzimas, donde se destacan la Glicógeno Sintasa (GS) y la 
Enzima Ramificadora de Glicógeno (GBE). GS cataliza la formación de enlaces α-1,4 
glucosídico, generando la cadena lineal del glicógeno y GBE produce las ramificaciones, 
formando el enlace α-1,6 glucosídico (Adeva-Andany et al.2016). La regulación de GS se 
basa en proceso de fosforilaciones y desfosforilaciones (Ragolia et al. 1998). La 
fosforilación se lleva a cabo por enzimas denominadas glicógeno sintasa Quinasa (GSK), 
las cuales inactivan la GS y por lo tanto la síntesis de glicógeno. Por otro lado, las 
desfosforilaciones están a cargo de las enzimas glicógeno sintasa fosfatasa, las cuales 
activan la GS permitiendo la síntesis de glicógeno. Insulina mediante la activación de Akt, 
permite la fosforilación de GSK, inactivándola y promoviendo así la síntesis de glicógeno 
(Patel et al.2008).  Nuestros resultados concuerdan con estos antecedentes, ya que GRβ 
promueve la síntesis de glicógeno por la activación de la vía Akt. (Figura 7B y 12). 
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7. CONCLUSIÓN 
 
En este trabajo de tesis se evaluó el rol de la isoforma beta del receptor humano de 
glucocorticoides (GR) en el metabolismo de la glucosa inducido por insulina en la línea 
celular hepática HepG2. Considerando los antecedentes planteados y los resultados 
obtenidos se concluyó que: 
 
a) GRβ regula el metabolismo de los carbohidratos en la línea celular HepG2 
ejerciendo efectos similares a los de insulina.  
b) GRβ modula la expresión de genes relacionados con el metabolismo. Disminuye 
la expresión de los genes gluconeogénicos (G6Pasa y PCK) y PTEN, aumenta la 
expresión de GBE y los trasportadores de glucosa 2 y 4.  
c) GRβ activa la vía Akt/P70S6K, promoviendo así, el aumento en la captación de 
glucosa y formación de glicógeno.  
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8. PROYECCIONES 
 
Si bien esta tesis consiste fundamentalmente en la investigación de establecer un rol de 
GR y su fenotipo metabólico. El estudio de los mecanismos de regulación es importante, 
pues sienta una base para el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas. Si bien aún los 
estudios en los mecanismos de regulación en los cuales participa GR se encuentran en 
una etapa temprana, las siguientes etapas de nuestra investigación son: 
 
a) Determinar causalidad de los efectos de GRβ en el metabolismo de glucosa, 
sobreexpresando PTEN. 
b) Expandir la investigación a un modelo in vitro e in vivo a otros tejidos relevantes 
para la regulación metabólica como musculo esquelético y tejido adiposo.  
c) Definir aplicaciones biotecnológicas a partir de resultados obtenidos. 
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